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(57)【要約】
　本発明は、ビティス・ビニフェラ（Vitis vinifera）
の種抽出物の改善された調製方法を提供する。また、本
発明は、有効成分としてビティス・ビニフェラの種抽出
物を含む関節リウマチの予防または治療用の医薬組成物
を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、１：１～２の体積比のアセトンと水との
混合溶媒を用いて室温で抽出した後、濾過する工程と、
　（ｂ）工程（ａ）で得られた濾液を蒸留してアセトンを除去し、塩化ナトリウムで飽和
させた後で濾過する工程と、
　（ｃ）工程（ｂ）で得られた濾液を酢酸エチルで抽出した後で濃縮する工程と、
　（ｄ）工程（ｃ）で得られた濃縮液にクロロホルムを加えた後、濾過して沈殿物を得る
工程とを含むビティス・ビニフェラの種抽出物の調製方法。
【請求項２】
　工程（ａ）の混合溶媒中のアセトンと水との体積比が、１：１．５であることを特徴と
する請求項１に記載の調製方法。
【請求項３】
　工程（ａ）及び工程（ｃ）の抽出が、２～３回繰り返されることを特徴とする請求項１
に記載の調製方法。
【請求項４】
　工程（ｂ）の蒸留が、５０℃以下の減圧下で行われることを特徴とする請求項１に記載
の調製方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）の濾過が、塩化ナトリウムによる飽和後、２～３時間静置した後、行われる
ことを特徴とする請求項１に記載の調製方法。
【請求項６】
　工程（ｃ）の濃縮が、抽出液総体積の０．４ないし０．７倍の体積になるように行われ
ることを特徴とする請求項１に記載の調製方法。
【請求項７】
　（Ａ）（i）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、３～５：１の体積比のアセトンと
水との混合溶媒で抽出した後、濾過する工程；（ii）工程（i）で得られた濾液を濃縮し
てアセトンを除去した後で濾過する工程；（iii）工程（ii）で得られた濾液を酢酸エチ
ルで抽出する工程；及び（iv）工程（iii）で得られた抽出液を乾燥する工程によって、
第１抽出物を調製する工程と、
　（Ｂ）（ｐ）粉砕したビティス・ビニフェラの種を水で抽出した後で濾過する工程；（
ｑ）工程（ｐ）で得られた濾液をエタノールで抽出した後で濾過する工程；及び（ｒ）工
程（ｑ）で得られた濾液を乾燥する工程によって、第２抽出物を調製する工程と、
　（Ｃ）第１抽出物及び第２抽出物を混合する工程とを含むビティス・ビニフェラの種抽
出物の調製方法。
【請求項８】
　工程（i）の混合溶媒中のアセトンと水との体積比が、４：１であることを特徴とする
請求項７に記載の調製方法。
【請求項９】
　工程（iii）または（ｑ）の抽出が、２～３回繰り返されることを特徴とする請求項７
に記載の調製方法。
【請求項１０】
　工程（iii）で抽出液を脱水することをさらに含むことを特徴とする請求項７に記載の
調製方法。
【請求項１１】
　工程（iv）の乾燥が、工程（iii）で得られた抽出液を濃縮して酢酸エチルを除去し、
濃縮物を水に溶解した後、噴霧乾燥することによって行われることを特徴とする請求項７
に記載の調製方法。
【請求項１２】
　工程（ｒ）の乾燥が、工程（ｑ）で得られた濾液を噴霧乾燥することによって行われる
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ことを特徴とする請求項７に記載の調製方法。
【請求項１３】
　工程（ｒ）の乾燥が、工程（ｑ）で得られた濾液を濃縮した後、濃縮液を噴霧乾燥する
ことによって行われることを特徴とする請求項７に記載の調製方法。
【請求項１４】
　第１抽出物及び第２抽出物の混合比が、１：０．５～１．５の重量比であることを特徴
とする請求項７に記載の調製方法。
【請求項１５】
　得られるビティス・ビニフェラの種抽出物が、８０～１３０％のプロシアニドール値（
ＰＣＶ）、３０％以下の（＋）カテキン及び（－）エピカテキン、及び９５～１０５％の
プロアントシアニジンを有することを特徴とする請求項１ないし請求項１４のいずれか１
項に記載の調製方法。
【請求項１６】
　有効成分としてビティス・ビニフェラの種抽出物及び薬学的に許容可能な担体を含む関
節リウマチの予防または治療用の医薬組成物。
【請求項１７】
　前記ビティス・ビニフェラの種抽出物が、
　（ａ）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、１：１～２の体積比のアセトンと水との
混合溶媒を用いて室温で抽出した後、濾過する工程と、
　（ｂ）工程（ａ）で得られた濾液を蒸留してアセトンを除去し、塩化ナトリウムで飽和
させた後で濾過する工程と、
　（ｃ）工程（ｂ）で得られた濾液を酢酸エチルで抽出した後で濃縮する工程と、
　（ｄ）工程（ｃ）で得られた濃縮液にクロロホルムを加えた後、濾過して沈殿物を得る
工程とを含む調製方法によって得られることを特徴とする請求項１６に記載の医薬組成物
。
【請求項１８】
　工程（ａ）の混合溶媒中のアセトンと水との体積比が、１：１．５であることを特徴と
する請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　工程（ａ）及び工程（ｃ）の抽出が、２～３回繰り返されることを特徴とする請求項１
７に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　工程（ｂ）の蒸留が、５０℃以下の減圧下で行われることを特徴とする請求項１７に記
載の医薬組成物。
【請求項２１】
　工程（ｂ）の濾過が、塩化ナトリウムによる飽和後、２～３時間静置した後、行われる
ことを特徴とする請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　工程（ｃ）の濃縮が、抽出液総体積の０．４ないし０．７倍の体積になるように行われ
ることを特徴とする請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項２３】
　前記ビティス・ビニフェラの種抽出物が、
　（Ａ）（i）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、３～５：１の体積比のアセトンと
水との混合溶媒で抽出した後、濾過する工程；（ii）工程（i）で得られた濾液を濃縮し
てアセトンを除去した後で濾過する工程；（iii）工程（ii）で得られた濾液を酢酸エチ
ルで抽出する工程；及び（iv）工程（iii）で得られた抽出液を乾燥する工程によって、
第１抽出物を調製する工程と、
　（Ｂ）（ｐ）粉砕したビティス・ビニフェラの種を水で抽出した後で濾過する工程；（
ｑ）工程（ｐ）で得られた濾液をエタノールで抽出した後で濾過する工程；及び（ｒ）工
程（ｑ）で得られた濾液を乾燥する工程によって、第２抽出物を調製する工程と、
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　（Ｃ）第１抽出物及び第２抽出物を混合する工程とを含む調製方法によって得られるこ
とを特徴とする請求項１６に記載の医薬組成物。
【請求項２４】
　工程（i）の混合溶媒中のアセトンと水との体積比が、４：１であることを特徴とする
請求項２３に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　工程（iii）または（ｑ）の抽出が、２～３回繰り返されることを特徴とする請求項２
３に記載の医薬組成物。
【請求項２６】
　工程（iii）で抽出液を脱水することをさらに含むことを特徴とする請求項２３に記載
の医薬組成物。
【請求項２７】
　工程（iv）の乾燥が、工程（iii）で得られた抽出液を濃縮して酢酸エチルを除去し、
濃縮物を水に溶解した後、噴霧乾燥することによって行われることを特徴とする請求項２
３に記載の医薬組成物。
【請求項２８】
　工程（ｒ）の乾燥が、工程（ｑ）で得られた濾液を噴霧乾燥することによって行われる
ことを特徴とする請求項２３に記載の医薬組成物。
【請求項２９】
　工程（ｒ）の乾燥が、工程（ｑ）で得られた濾液を濃縮した後、濃縮液を噴霧乾燥する
ことによって行われることを特徴とする請求項２３に記載の医薬組成物。
【請求項３０】
　第１抽出物及び第２抽出物の混合比が、１：０．５～１．５の重量比であることを特徴
とする請求項２３に記載の医薬組成物。
【請求項３１】
　前記ビティス・ビニフェラの種抽出物が、８０～１３０％のプロシアニドール値（ＰＣ
Ｖ）、３０％以下の（＋）カテキン及び（－）エピカテキン、及び９５～１０５％のプロ
アントシアニジンを有することを特徴とする請求項１６ないし請求項３０のいずれか１項
に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ビティス・ビニフェラ（Vitis vinifera）の種抽出物の調製方法、及び有効
成分としてビティス・ビニフェラの種抽出物を含む関節リウマチの予防または治療用の医
薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ビティス（Vitis）属は、クロウメモドキ目（Rhamnales）ブドウ科（Vitaceae）に属す
る蔓性植物であり、赤道付近や緯度５０゜以上の地域を除外した地球上全域で自生あるい
は栽培されている。１１属７００種がブドウ科に属する。ビティス・ビニフェラ、ビティ
ス・ラブルスカ（Vitis labrusca）、ビティス・リパリア（Vitis riparia）、ビティス
・ルペストリス（Vitis rupestris）、ビティス・ベルラディエリ（Vitis berladieri）
、ヤマブドウ（Vitis coignetiae）、ビスティス・アムレンシス（Vitis amurensis）な
どが果実採取のために栽培されている。
【０００３】
　ビティス・ビニフェラの種から得られる抽出物は、（－）エピカテキン、プロアントシ
アニジンＢ１やＢ２、（＋）カテキン、及びそれらの重合誘導体の混合物を含み、この重
合誘導体は、プロシアニドールオリゴマーまたはフラバノールオリゴマーとして知られて
いる（特許文献１及び特許文献２）。この抽出物は、循環系疾患の治療に有用であること
が知られている。
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【０００４】
　特許文献３は、ビティス・ビニフェラ、望ましくは、ビティス・ビニフェラの葉から得
られた抽出物が、ＮＯシンターゼ（Nitric Oxide-synthase）を抑制することから、細胞
の分化及び／または増殖、表皮増殖及び／または過剰増殖性疾患、細胞の退化及び破壊、
免疫及び／または炎症の亢進のようなＮＯシンターゼと関連した様々な疾患を抑制するの
に使われうることを開示している。
【０００５】
　一方、特許文献４は、サリゲニン（saligenin）またはサリックス・ルブラ（Salix rub
ra）抽出物；ボスウェラ酸（boswellic acid）またはボスウェリア・セラタ（Boswellia 
serrata）抽出物；ビティス・ビニフェラまたはカメリア・シネンシス（Camellia sinens
is）から得られたプロシアニジン（望ましくは、リン脂質との複合体）、レイン（rhein
）またはレインの脂溶性誘導体；Ｎ－アセチル－グルコサミン；及びグルクロン酸または
グルクロノラクトンを含む関節炎治療用製剤を開示している。特許文献４によれば、プロ
シアニジンは、サリックス（Salix）及びボスウェリア（Boswellia）の抽出物に存在する
シクロオキシゲナーゼ－２（ＣＯＸ－２：cyclooxygenase－２）阻害成分と相乗的に作用
する。しかし、いかなる成分が、具体的に関節炎治療のための活性成分として作用してい
るかは開示していない。プロシアニジンは、特許文献１（及び特許文献２）、または特許
文献５に開示されている抽出方法により得られる。
【０００６】
　特許文献６は、ビティス・ビニフェラ抽出物のリン脂質複合体を含有する化粧料組成物
を開示しており、前記抽出物はまた、特許文献２（すなわち、特許文献１）に記載の方法
によって得られる。
【０００７】
　特許文献１（及び特許文献２）によれば、オリゴマーを抽出すると同時に、不純物を沈
殿（すなわち、部分的な沈殿）させて除去するために、体積１の水に対し、体積３ないし
４のアセトンを含有したアセトン－水混合溶媒が、一次抽出溶媒として使われる。すなわ
ち、ビティス・ビニフェラ（例えば、種）を、体積１の水に対して体積３ないし４のアセ
トンを含有したアセトン－水混合溶媒で処理し、蒸留によってアセトンを除去する。その
後、沈殿した不純物を濾過し、水性濾液を、酢酸エチルのような、水と混和しない有機溶
媒で処理する。その後、有機溶媒を除去し、残渣を除去する。残存する不純物は、塩化ナ
トリウムを加えて沈殿させることによって除去し、水性濾液を、酢酸エチル及びクロロホ
ルムで処理する。特許文献１によれば、過剰量の水を使うと、部分的な沈殿が発生しない
ので、過剰量の水の使用は、大量生産に効果的に適用することができない。
【０００８】
　特許文献１に開示されている抽出は、一次抽出溶媒として、過剰量のアセトンを含む混
合溶媒を使用し、アセトンの沸点（約５７℃）の温度で行わねばならず、また過剰量のア
セトンは、蒸留によって除去されねばならない。従って、加熱条件及び長い蒸留時間によ
って、抽出コストが増加し、さらに、過剰量のアセトンの使用による環境汚染が発生しう
る。また、最終的に得られる抽出物に、アセトンが残留しうる。さらに、塩化ナトリウム
を加える前に、酢酸エチルのような水と混和しない有機溶媒を使用した処理及び酢酸エチ
ルの除去が必要であるために、抽出工程が長くなりうる。
【０００９】
　特許文献５は、３，０００ないし６００のカットオフ値のメンブレンでの限外濾過を使
用し、エーテル、エステル、または酢酸エチルと芳香族炭化水素との混合溶媒を使用した
選択的抽出方法を開示している。しかし、特許文献１に開示されている方法に比べて、さ
らに多くの抽出工程が必要であり、また限外濾過装置のような追加の装置を使用する必要
があるので、抽出コストが高い。
【００１０】
　一方、特許文献７は、ニレ樹皮（Ulmi cortex）から、カラム・クロマトグラフィを含
む多工程の抽出工程により得られたプロシアニジンオリゴマー（カテキン－４－フロログ
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ルシノール）が、マトリックス・メタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）の活性を抑制することか
ら、ガン転移、歯周疾患、関節リウマチ、炎症、副甲状腺亢進症、糖尿病、角膜潰瘍、骨
粗鬆症、胃潰瘍、外傷、シワ、にきび、エイズ、火傷、動脈硬化、骨折のような疾患を予
防及び治療するのに効果的に使われうることを開示している。しかし、この先行技術は、
ビティス・ビニフェラの抽出物を得る方法を開示しているわけではない。また、特許文献
７は、プロシアニジンオリゴマーが、ニレ樹皮、ブドウ種、大黄（rhubarb）、ツルドク
ダミ（Pleuropterus multiflorus）、クスノキ（camphor trees）、桂皮（cinnamon）、
コノテガシワ（Thuja orientalis）、ツバキ（camellia）、キビ（millet）、ソバ（buck
wheet）、オーク（oak）などに豊富であると開示しているだけであり、ブドウの種抽出物
、特にビティス・ビニフェラの抽出物が関節リウマチに関連していることは開示していな
い。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】英国特許公開第１５４１４６９号公報
【特許文献２】仏国特許公開第２０９２７４３号公報
【特許文献３】米国特許公開第２００３／０１６５５８９号公報
【特許文献４】米国特許公開第２００６／０２８０８１１号公報
【特許文献５】米国特許第５，４８４，５９４号明細書（欧州特許公開第３４８，７８１
号公報）
【特許文献６】米国特許第４，９６３，５２７号明細書
【特許文献７】大韓民国特許第１０－０５０９１１９号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明者らは、ビティス・ビニフェラの抽出物を簡単な工程を通じて調製するための改
善された方法を開発しようと研究を行った。その結果、本発明者らは、一次抽出溶媒とし
て、比較的少量のアセトンを含有する水－アセトン混合溶媒を使用してビティス・ビニフ
ェラの種を抽出し、蒸留してアセトンを除去した後、得られた水層を塩化ナトリウムで直
接処理することによって、室温（約２５℃）で抽出できること、また簡単に蒸留できるこ
とを発見した。また、水と混和しない有機溶媒を使用した抽出工程を行う必要がないため
に、抽出工程を簡易化できることを発見した。
【００１３】
　また、本発明者らは、第１抽出物及び第２抽出物を別々に調製し、それらを混合するこ
とを含む、本発明の抽出物の改善された調製方法を発見した。すなわち、前記抽出物は、
アセトン－水混合溶媒を使用して抽出を行った後、酢酸エチルを使用して抽出を行うこと
によって第１抽出物を調製し、抽出溶媒として水だけを使用して抽出を行い、次いでエタ
ノールを使用して抽出を行うことによって第２抽出物を調製し、第１抽出物及び第２抽出
物を混合することによって調製することができる。この方法によって、アセトンの使用量
を減らすことができ、塩化ナトリウム飽和やクロロホルム抽出が不要であるので、抽出工
程が簡単になり、また有機溶媒の使用による環境汚染を最小限に抑えられる。特に、抽出
物の収率を約１０倍に増加させることができる。
【００１４】
　本発明者らは、ビティス・ビニフェラの種抽出物に係わる様々な薬理効果についての研
究を行い、ビティス・ビニフェラの種抽出物が、関節リウマチの予防及び治療に優れた効
果を有するということを明らかにした。これは、ビティス・ビニフェラ抽出物が、関節リ
ウマチに関連しうると報告されたことがないために、非常に驚くべきことである。
【００１５】
　従って、本発明は、ビティス・ビニフェラの種抽出物の改善された調製方法を提供する
。
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【００１６】
　本発明はまた、有効成分としてビティス・ビニフェラの種抽出物を含む関節リウマチの
予防または治療用の医薬組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明の一態様によって、（ａ）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、１：１～２の
体積比のアセトンと水との混合溶媒を用いて室温で抽出した後、濾過する工程と、（ｂ）
工程（ａ）で得られた濾液を蒸留してアセトンを除去し、塩化ナトリウムで飽和させた後
で濾過する工程と、（ｃ）工程（ｂ）で得られた濾液を酢酸エチルで抽出した後で濃縮す
る工程と、（ｄ）工程（ｃ）で得られた濃縮液にクロロホルムを加えた後、濾過して沈殿
物を得る工程とを含むビティス・ビニフェラの種抽出物の調製方法が提供される。
【００１８】
　工程（ａ）の混合溶媒中のアセトンと水との体積比は、１：１．５とすればよい。工程
（ａ）及び工程（ｃ）の抽出は、２，３回繰り返してもよい。工程（ｂ）の蒸留は、５０
℃以下の減圧下で行えばよく、工程（ｂ）の濾過は、塩化ナトリウムによる飽和後、２～
３時間静置した後、行えばよい。工程（ｃ）の濃縮は、抽出液総体積の０．４ないし０．
７倍の体積になるように行えばよい。
【００１９】
　本発明の他の様態によって、（Ａ）（i）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、３～
５：１の体積比のアセトンと水との混合溶媒で抽出した後、濾過する工程；（ii）工程（
i）で得られた濾液を濃縮してアセトンを除去した後で濾過する工程；（iii）工程（ii）
で得られた濾液を酢酸エチルで抽出する工程；及び（iv）工程（iii）で得られた抽出液
を乾燥する工程によって、第１抽出物を調製する工程と、（Ｂ）（ｐ）粉砕したビティス
・ビニフェラの種を水で抽出した後で濾過する工程；（ｑ）工程（ｐ）で得られた濾液を
エタノールで抽出した後で濾過する工程；及び（ｒ）工程（ｑ）で得られた濾液を乾燥す
る工程によって、第２抽出物を調製する工程と、（Ｃ）第１抽出物及び第２抽出物を混合
する工程とを含むビティス・ビニフェラの種抽出物の調製方法が提供される。
【００２０】
　工程（i）の混合溶媒中のアセトンと水との体積比は、４：１とすればよい。工程（iii
）または（ｑ）の抽出は、２，３回繰り返してもよい。工程（iii）は、抽出液を脱水す
ることをさらに含むことができる。工程（iv）の乾燥は、工程（iii）で得られた抽出液
を濃縮して酢酸エチルを除去し、濃縮物を水に溶解した後、噴霧乾燥することによって行
えばよい。工程（ｒ）の乾燥は、工程（ｑ）で得られた濾液を噴霧乾燥することによって
、または工程（ｑ）で得られた濾液を濃縮した後、濃縮液を噴霧乾燥することによって行
えばよい。第１抽出物及び第２抽出物の混合比は、１：０．５～１．５の重量比とすれば
よい。
【００２１】
　上記の調製方法で得られるビティス・ビニフェラの種抽出物は、８０～１３０％のプロ
シアニドール値（ＰＣＶ：Procyanidolic value）、３０％以下の（＋）カテキン及び（
－）エピカテキン、及び９５～１０５％のプロアントシアニジンを有することが望ましい
。
【００２２】
　本発明のさらに他の様態によって、有効成分としてビティス・ビニフェラの種抽出物及
び薬学的に許容可能な担体を含む関節リウマチの予防または治療用の医薬組成物が提供さ
れる。望ましくは、ビティス・ビニフェラの種抽出物は上述した調製方法によって調製さ
れる。さらに望ましくは、ビティス・ビニフェラの種抽出物は、８０～１３０％のプロシ
アニドール値（ＰＣＶ）、３０％以下の（＋）カテキン及び（－）エピカテキン、及び９
５～１０５％のプロアントシアニジンを有する。
【発明の効果】
【００２３】
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　本発明によって、一次抽出溶媒として比較的少量のアセトンを含有する水－アセトン混
合溶媒を使用して抽出が行われる。従って、蒸留によりアセトンが簡単に除去され、残留
溶媒が最小限に抑えられる。また、室温（約２５℃）で抽出できるため、加熱工程が不要
であり、また塩化ナトリウムを加える前に、水と混和しない有機溶媒を使用した抽出が不
要である。従って、本発明によるビティス・ビニフェラの種抽出物の調製方法は、簡単か
つコスト効率的であるので、産業上の大量生産に好適に用いられる。
【００２４】
　また、第１抽出物及び第２抽出物を別々に調製し、それらを混合することによって、ビ
ティス・ビニフェラの種抽出物を調製する方法によれば、アセトンの使用量を減少させる
ことができ、塩化ナトリウム飽和やクロロホルム抽出が不要であるので、抽出工程が簡単
になり、また有機溶媒の使用による環境汚染を最小限に抑えられる。特に、抽出物の収率
を約１０倍に増加させることができる。
【００２５】
　また、上記の抽出方法によって得られたビティス・ビニフェラの種抽出物は、天然抽出
物として優れた安全性を有するとともに、例えば、コラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ）動物
モデルで、関節リウマチの予防または治療に優れた効果を示す。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】コラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ）動物、ビティス・ビニフェラの種抽出物（ＧＳ
ＰＥ）を１００ｍｇ／ｋｇの用量で５回反復的に腹腔内投与したＣＩＡ動物、及び生理食
塩水を５回反復的に腹腔内投与したＣＩＡ動物に対する、１０週間の観察期間中の関節炎
指数を示したグラフである。
【図２】屠殺前の、ＣＩＡ動物、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与したＣＩＡ動物
、及び正常動物の関節部位を示す写真である。
【図３】屠殺後の、ＣＩＡ動物、５０ｍｇ／ｋｇ及び１０ｍｇ／ｋｇのそれぞれの用量で
ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与したＣＩＡ動物、及び正常動物の関節や軟骨組織
の破壊の程度を示す組織染色像である。
【図４】１００ｍｇ／ｋｇの用量でビティス・ビニフェラの種抽出物を投与したＣＩＡ動
物、生理食塩水を投与したＣＩＡ動物、及び正常動物の、血清中の２型コラーゲン特異的
抗体（抗ＣII抗体ＩｇＧ１及び抗ＣII抗体ＩｇＧ２ａ）量を示すグラフである。
【図５】１００ｍｇ／ｋｇの用量でビティス・ビニフェラの種抽出物を投与したＣＩＡ動
物、または生理食塩水を投与したＣＩＡ動物から得られた胸腺ＣＤ４＋ Ｔ細胞と脾臓の
ＣＤ１１ｃ＋樹状細胞とを、１０：１の割合で３日間共培養した後、酵素免疫測定法（Ｅ
ＬＩＳＡ）によって測定した培養上清中のＩＬ－１７及びＴＮＦ－αの量を示すグラフで
ある。
【図６】図５に記載の方法で得られた細胞を、１０μｇ／ｍｌのビティス・ビニフェラの
種抽出物を含む培地、２０μｇ／ｍｌの該抽出物を含む培地、または該抽出物を含まない
培地を用いて、３日間、抗ＣＤ３抗体刺激下で共培養した後、ＥＬＩＳＡによって測定し
た培養上清中のＩＬ－１７及びＩＬ－４の量を示すグラフである。
【図７】５０ｍｇ／ｋｇ及び１０ｍｇ／ｋｇのそれぞれの用量でビティス・ビニフェラの
種抽出物を投与したＣＩＡ動物、または生理食塩水を投与したＣＩＡ動物から得られた流
入領域リンパ節（ｄＬＮ：draining lymph nodes）を、抗ＣＤ３抗体，ＣIIまたはリポポ
リサッカライド（ＬＰＳ）の刺激下、１０μｇ／ｍｌのビティス・ビニフェラの種抽出物
を含む培地、または該抽出物を含まない培地中で３日間培養した後、リアルタイムＰＣＲ
で測定したＩＬ－１７ｍＲＮＡの発現の程度を示すグラフである。
【図８】自己免疫関節炎動物モデルであるＩＬ－１Ｒａ－／－から得られた胸腺ＣＤ４＋
 Ｔ細胞と脾臓のＣＤ１１ｃ＋樹状細胞とを、１０：１の割合で、１０μｇ／ｍｌのビテ
ィス・ビニフェラの種抽出物を含む培地、または該抽出物を含まない培地を用いて、抗Ｃ
Ｄ３抗体、ＣＰＧまたはＣII刺激下で６日間共培養した後、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡ
ＣＳ）を使用して測定した結果を示すグラフである。
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【図９】ＣＩＡ動物から得られた胸腺ＣＤ４＋ Ｔ細胞と脾臓のＣＤ１１ｃ＋樹状細胞と
を、１０：１の割合で、１０μｇ／ｍｌのビティス・ビニフェラの種抽出物を含む培地、
または該抽出物を含まない培地を用いて、抗ＣＤ３抗体、ＣＰＧまたはＣII刺激下で６日
間共培養した後、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を使用して測定した結果を示すグラ
フである。
【図１０】生理食塩水、セレコクシブ、もしくは１０％ＤＭＳＯを腹腔内投与したＣＩＡ
動物、またはビティス・ビニフェラの種抽出物を経口投与したＣＩＡ動物の関節炎指数を
示したグラフである。
【図１１】生理食塩水、セレコクシブ、もしくは１０％ＤＭＳＯを腹腔内投与したＣＩＡ
動物、またはビティス・ビニフェラの種抽出物を経口投与したＣＩＡ動物の関節切片のヘ
マトキシリン・エオジン染色像である。
【図１２】生理食塩水を腹腔内投与したＣＩＡ動物、またはビティス・ビニフェラの種抽
出物を経口投与したＣＩＡ動物の総ＩｇＧ抗体の亜型を示すグラフである。
【図１３】生理食塩水を腹腔内投与したＣＩＡ動物、またはビティス・ビニフェラの種抽
出物を経口投与したＣＩＡ動物の総ＩｇＧ抗体の亜型を示すグラフである。
【図１４】生理食塩水、セレコクシブ、もしくは１０％ＤＭＳＯを腹腔内投与したＣＩＡ
動物、またはビティス・ビニフェラの種抽出物を経口投与したＣＩＡ動物におけるＩＬ－
１７の量を示すグラフである。
【図１５】生理食塩水、セレコクシブ、もしくは１０％ＤＭＳＯを腹腔内投与したＣＩＡ
動物、またはビティス・ビニフェラの種抽出物を経口投与したＣＩＡ動物におけるＴＮＦ
－αの量を示すグラフである。
【図１６】生理食塩水、セレコクシブ、もしくは１０％ＤＭＳＯを腹腔内投与したＣＩＡ
動物、またはビティス・ビニフェラの種抽出物を経口投与したＣＩＡ動物におけるＩＬ－
１βの量を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本発明は、（ａ）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、１：１～２の体積比のアセト
ンと水との混合溶媒を用いて室温で抽出した後、濾過する工程と、（ｂ）工程（ａ）で得
られた濾液を蒸留してアセトンを除去し、塩化ナトリウムで飽和させた後で濾過する工程
と、（ｃ）工程（ｂ）で得られた濾液を酢酸エチルで抽出した後で濃縮する工程と、（ｄ
）工程（ｃ）で得られた濃縮液にクロロホルムを加えた後、濾過して沈殿物を得る工程と
を含むビティス・ビニフェラの種抽出物の調製方法を含む。
【００２８】
　粉砕したビティス・ビニフェラ（Vitis vinifera）の種は、ビティス・ビニフェラを圧
搾して皮、種、枝を得て、それらを水で洗浄し、オーブンを使用して乾燥し、種を単離し
た後、その種を通常の方法で粉砕することによって得られる。
【００２９】
　本発明の調製方法において、従来の抽出（例えば、特許文献１に開示されている）で使
われるものに比べてアセトン含有量が低いアセトン－水混合溶媒が、一次抽出溶媒として
使われ、この一次抽出工程は、加熱せずに室温（約２５℃）で行われる。本明細書におい
て、アセトン及び水の混合溶媒におけるアセトンと水との体積比は、１：１～２、望まし
くは約１：１．５とすればよい。一次抽出は、一回のみ行ってもよく、または数回、望ま
しくは２，３回繰り返してもよい。工程（ａ）の濾過は、通常の方法で行われ、次の工程
のために濾液を回収する。
【００３０】
　本発明の調製方法は、工程（ａ）で得られた濾液を蒸留してアセトンを除去し、塩化ナ
トリウムで飽和させた後、濾過する工程［工程（ｂ）］を含む。蒸留の間、比較的低い沸
点を有するアセトンが除去され、アセトンに溶解していた不純物が沈殿する。蒸留は、通
常の方法で、例えば減圧下で行えばよい。蒸留は、約５０℃以下の減圧下で行えばよい。
蒸留により得られた抽出液は、有機溶媒を使用した抽出に用いられることなく、塩化ナト
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リウムで飽和した後で濾過される。この抽出液（すなわち、アセトンを留去した抽出液）
を塩化ナトリウムで飽和させると、タンニンのような不純物が沈殿し、これは濾過により
除去される。塩化ナトリウム飽和による不純物の沈殿及び濾過において、濾過は、塩化ナ
トリウムによる飽和後、２，３時間静置した後に行えばよい。濾過は、通常の方法で行わ
れ、次の工程のために濾液を回収する。
【００３１】
　本発明の調製方法は、工程（ｂ）で得られた濾液を酢酸エチルで抽出した後、濃縮する
工程［工程（ｃ）］を含む。酢酸エチルを利用した抽出（二次抽出）は、一回のみ行って
もよく、または数回、望ましくは２，３回繰り返してもよい。濃縮は、得られた抽出液総
体積の０．４ないし０．７倍の体積になるように行えばよい。
【００３２】
　本発明の調製方法は、工程（ｃ）で得られた濃縮液にクロロホルムを加えた後、濾過し
て沈殿物を得る工程［工程（ｄ）］を含む。すなわち、クロロホルムを濃縮液に加えれば
、クロロホルムに溶解しないオリゴマーを含む有効成分が沈殿する。ビティス・ビニフェ
ラの種抽出物は、この沈殿物を濾過することによって簡単に単離することができる。濾過
によって得られた沈殿物を通常の方法で乾燥することによって、乾燥粉末が得られる。乾
燥は、減圧下で、例えば５０℃以下の減圧下で行えばよい。
【００３３】
　また、本発明は、（Ａ）（i）粉砕したビティス・ビニフェラの種を、３～５：１の体
積比のアセトンと水との混合溶媒で抽出した後、濾過する工程；（ii）工程（i）で得ら
れた濾液を濃縮してアセトンを除去した後で濾過する工程；（iii）工程（ii）で得られ
た濾液を酢酸エチルで抽出する工程；及び（iv）工程（iii）で得られた抽出液を乾燥す
る工程によって、第１抽出物を調製する工程と、（Ｂ）（ｐ）粉砕したビティス・ビニフ
ェラの種を水で抽出した後で濾過する工程；（ｑ）工程（ｐ）で得られた濾液をエタノー
ルで抽出した後で濾過する工程；及び（ｒ）工程（ｑ）で得られた濾液を乾燥する工程に
よって、第２抽出物を調製する工程と、（Ｃ）第１抽出物及び第２抽出物を混合する工程
とを含むビティス・ビニフェラの種抽出物の調製方法を含む。
【００３４】
　粉砕したビティス・ビニフェラの種は、上記と同様にして調製することができる。ビテ
ィス・ビニフェラの種抽出物は、第１抽出物及び第２抽出物を別々に調製し、それらを混
合することによって調製することができる。従って、本発明の調製方法によって、アセト
ンの量を減らすことができる。また、塩化ナトリウム飽和やクロロホルム抽出が不要であ
るので、抽出が簡単となり、有機溶媒によって発生しうる環境汚染が最小限に抑えられる
。また、抽出物の収率を約１０倍に増加させることができる。
【００３５】
　第１抽出物の調製において、工程（i）は、粉砕したビティス・ビニフェラの種を３～
５：１、さらに望ましくは、４：１の体積比のアセトンと水との混合溶媒で抽出した後、
濾過することによって行われる。抽出は、一回のみ行ってもよく、または数回、望ましく
は２，３回繰り返してもよい。工程（i）の濾過は、通常の方法で行われ、次の工程のた
めに濾液を回収する。
【００３６】
　第１抽出物の調製において、工程（ii）は、工程（i）で得られた濾液を濃縮してアセ
トンを除去した後、濾過することによって行われる。濃縮中に、比較的低い沸点を有する
アセトンが除去され、従って、アセトンに溶解していた不純物が沈殿する。濃縮は、通常
の減圧濃縮（または減圧蒸留）、例えば、減圧条件下での蒸留によって行えばよい。沈殿
物は、濾過によって除去され、得られた濾液を回収する。
【００３７】
　第１抽出物の調製において、工程（iii）は、工程（ii）で得られた濾液を酢酸エチル
で抽出することによって行われる。酢酸エチルを利用した抽出（二次抽出）は、一回のみ
行ってもよく、または数回、望ましくは２，３回繰り返してもよい。また、工程（iii）
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は、酢酸エチルを利用した抽出後、例えば、無水硫酸ナトリウムを使用した脱水工程をさ
らに含むことができる。
【００３８】
　第１抽出物の調製において、工程（iv）は、工程（iii）で得られた抽出液を乾燥する
ことによって行われる。乾燥は、通常の方法、例えば５０℃以下の減圧下で行えばよい。
さらに望ましくは、乾燥は、工程（iii）で得られた抽出液を濃縮して酢酸エチルを除去
し、濃縮物を水に溶解した後、噴霧乾燥することによって行われる。
【００３９】
　第２抽出物の調製において、工程（ｐ）は、粉砕したビティス・ビニフェラの種を水で
抽出した後、濾過することによって行われ、工程（ｑ）は、工程（ｐ）で得られた濾液を
エタノールで抽出した後、濾過することによって行われる。工程（ｑ）の抽出は、一回の
み行ってもよく、または数回、望ましくは２，３回繰り返してもよい。
【００４０】
　第２抽出物の調製において、工程（ｒ）は、工程（ｑ）で得られた濾液を乾燥すること
によって行われる。工程（ｒ）の乾燥は、工程（ｑ）で得られた濾液を噴霧乾燥すること
によって、あるいは工程（ｑ）で得られた濾液を濃縮した後、濃縮液を噴霧乾燥すること
によって行えばよい。濃縮は、工程（ｑ）で得られた濾液総体積の０．４ないし０．７倍
の体積になるように行えばよいが、これに限定されるものではない。
【００４１】
　第１抽出物及び第２抽出物の混合は、単純にこれらの抽出物を混合することによって実
施できる。第１抽出物及び第２抽出物の混合比は、１：０．５～１．５の重量比とすれば
よい。
【００４２】
　本発明の調製方法によって得られたビティス・ビニフェラの種抽出物は、８０～１３０
％のプロシアニドール値（ＰＣＶ：Procyanidolic value）；３０％以下の（＋）カテキ
ン及び（－）エピカテキン；及び９５～１０５％のプロアントシアニジンを有する。
【００４３】
　本明細書で、「プロシアニドール値（ＰＣＶ）」は、下記の通り計算される。
【００４４】
　［１］標準液の調製
　ビティス・ビニフェラの種抽出物の標準品１００ｍｇを正確に計り取り、イソプロパノ
ールと混合して５０ｍｌの溶液を調製する。この溶液１０ｍｌを３Ｍ塩酸１０ｍｌと混合
した後、得られた溶液をイソプロパノールと混合し、５０ｍｌの標準液を調製する。
【００４５】
　［２］検液の調製
　各検体１００ｍｇを用いて、標準液の調製と同じ方法で検液を調製する。
【００４６】
　［３］測定
　各検液または標準液を１０ｍｌずつ５本の試験管に入れて栓をする。その後、各試験管
を１００℃の水浴中で４５分間加熱する。加熱後、試験管を冷水中で冷却し、各試験管か
ら得られた溶液２ｍｌをイソプロパノール２０ｍｌと混合する。検液及び標準液に対し、
イソプロパノールを対照液として使用し、５５０ｎｍで吸光度を測定し、各５本の平均吸
光度を計算する。
【００４７】
　［４］計算
　ＰＣＶ＝１０５×［Ａ（ｔ）×Ｍｔ×（１００－Ｅｔ）］／［Ａ（ｓ）×Ｍ×（１００
－Ｅ）］
　Ａ（ｔ）：検液の平均吸光度
　Ａ（ｓ）：標準液の平均吸光度
　Ｍｔ：標準品の量（ｍｇ）
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　Ｍ：検体の量（ｍｇ）
　Ｅｔ：標準品の水分含有量（％）
　Ｅ：検体の水分含有量（％）
【００４８】
　（＋）カテキン及び（－）エピカテキンは、次の通り定量される。
【００４９】
　［１］標準液の調製
　（＋）カテキン標準品または（－）エピカテキン標準品を５０ｍｇ、アセトニトリルと
希釈リン酸との混合溶媒（５：９５）に溶解し、それぞれ１００ｍｌの標準液を調製する
。
【００５０】
　［２］検液調製
　各検体５０ｍｇをアセトニトリルと希釈リン酸との混合溶媒（５：９５）に溶解し、そ
れぞれ１０ｍｌの検液を調製する。
【００５１】
　［３］分析条件
　－カラム：オクタデシルシリル化されたシリカゲルで充填されたカラム（０．４６×２
５ｃｍ、５μｍ）
　－移動相
【表１】

【００５２】
　［４］計算
　エピカテキンとしてのカテキンの含有量（％）
　＝［Ａ１×Ｍｅ×１００×１００］／［Ａｅ×Ｍ１×（１００－Ｅ）×１０］
　エピカテキンの含有量（％）
　＝［Ａ２×Ｍｅ×１００×１００］／［Ａｅ×Ｍ１×（１００－Ｅ）×１０］
　Ａ１：検液中のカテキンのピーク面積
　Ａ２：検液中のエピカテキンのピーク面積
　Ａｅ：標準液中のエピカテキンのピーク面積
　Ｍｅ：標準液中のエピカテキンの量（ｍｇ）
　Ｍ１：検液中の抽出物の量（ｍｇ）
　Ｅ：抽出物中の水分含有量（％）
【００５３】
　また、「プロアントシアニジン含有量」は、下記の方法により計算する。
【００５４】
　［１］内部標準液の調製
　２，６－ジ－tert－ブチル－４－メチルフェノール（ＢＨＴ）３０．０ｍｇを１００ｍ
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ｌフラスコに加え、移動相を標線まで加えて内部標準液を調製した。
【００５５】
　［２］検液１の調製
　検体１０ｍｇを１０ｍｌフラスコに加えた後、５ｍｌの内部標準液に溶解し、内部標準
液を標線まで加えて検液１を調製した。
【００５６】
　［３］検液２の調製
　検体１０ｍｇを１０ｍｌフラスコに加えた後、５ｍｌの内部標準液に溶解し、内部標準
液を標線まで加えて検液２を調製した。
【００５７】
　［４］標準液の検量線作成
　－標準液１：プロアントシアニジン標準品８ｍｇを１０ｍｌフラスコに入れて５ｍｌの
内部標準液に溶解し、内部標準液を標線まで加えて標準液１を調製した。
　－標準液２：プロアントシアニジン標準品１０ｍｇを１０ｍｌフラスコに入れて５ｍｌ
の内部標準液に溶解し、内部標準液を標線まで加えて標準液２を調製した。
　－標準液３：プロアントシアニジン標準品１２ｍｇを１０ｍｌフラスコに入れて５ｍｌ
の内部標準液に溶解し、内部標準液を標線まで加えて標準液３を調製した。
【００５８】
　［５］分析条件
　－カラム：ＰＬ Ｇｅｌ Ｃｏｌｕｍｎ（７．６×３００ｍｍ、５μｍ）、またはこれと
類似のカラム
　－検出器：ＵＶ検出器（波長：２８０ｎｍ）
　－移動相：テトラヒドロフランと臭化リチウム溶液との混合溶媒（９５：５）
　＊臭化リチウム溶液：臭化リチウム１．０４ｇを１，０００ｍｌフラスコに加え、水を
標線まで加える。
　－流速：１．０ｍｌ／分
　－注入量：１０μｌ
　－測定時間：１５分
【００５９】
　［６］方法
　標準液１，２，３及び検液１，２を下記の液体クロマトグラフィを使用して二回ずつ分
析する。標準液の濃度、主ピークとＩＳピークとの比（Ａｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄ

ｉｎ／ＡＢＨＴ）を用いて標準液の検量線を作成し、次の通り計算する。
【００６０】
　［７］計算式
　－Ｔｉ％＝｛［（Ａｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ／ＡＢＨＴ）ｔｅｓｔ－ａ］／
ｂ｝×（１／Ｃｔｅｓｔ）×１００
　Ａｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ＝検液中のプロアントシアニジンのピーク面積
　ＡＢＨＴ＝検液中のＢＨＴのピーク面積
　ａ＝標準液検量線のＹ切片
　ｂ＝標準液検量線の傾度
　Ｃｔｅｓｔ＝検液の濃度（ｍｇ／ｍｌ）
　－プロアントシアニジン含有量（％）＝Ｔｉ％×［（１００－ＫＦｓｔｄ）／（１００
－ＫＦｔｅｓｔ）］
　ＫＦｓｔｄ＝標準物質の水分含有量（％）
　ＫＦｔｅｓｔ＝検体の水分含有量（％）
【００６１】
　本発明は、有効成分としてビティス・ビニフェラの種抽出物及び薬学的に許容可能な担
体を含む関節リウマチの予防または治療用の医薬組成物を含む。
【００６２】



(14) JP 2010-538058 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

　前記ビティス・ビニフェラの種抽出物は、上述した調製方法によって調製することがで
きる。さらに望ましくは、前記ビティス・ビニフェラの種抽出物は、８０～１３０％のプ
ロシアニドール値（ＰＣＶ）、３０％以下の（＋）カテキン及び（－）エピカテキン、及
び９５～１０５％のプロアントシアニジンを有する。
【００６３】
　下記試験例に記述される通り、例えば、コラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ）動物において
、本発明の調製方法によって得られたビティス・ビニフェラの種抽出物は、関節リウマチ
の予防及び治療に対して優れた効果を示す。
【００６４】
　すなわち、ビティス・ビニフェラの種抽出物を１００ｍｇ／ｋｇの用量でＣＩＡ動物に
腹腔内投与した場合、関節炎指数が有意に低くなった（図１及び図２）。また、慢性炎症
性関節炎を有する関節リウマチ動物モデル（ＩＬ－Ｒａ－／－）でも、関節炎の緩和が観
察された。組織学的分析の結果、ビティス・ビニフェラの種抽出物を１００ｍｇ／ｋｇの
用量で投与した動物の関節の破壊の程度が正常マウスとほぼ同じであり、軟骨の破壊も改
善された（図３）。また、血清学的試験の結果、ビティス・ビニフェラの種抽出物を１０
０ｍｇ／ｋｇの用量で投与した場合、Ｔｈ２型抗ＣII抗体ＩｇＧ１のレベルは変化しなか
ったが、Ｔｈ１型のＣII特異的なＩｇＧ２ａの生成量が減少した（図４）。Ｔｈ１型のＣ
II特異的なＩｇＧ２ａの生成量が減少するので、ビティス・ビニフェラの種抽出物投与に
よって、関節リウマチが効果的に治療される可能性があることが分かる。
【００６５】
　また、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与した場合、関節リウマチの炎症性サイト
カインとして知られているＩＬ－１７とＴＮＦ－αの量が有意に減少し（図５）、ビティ
ス・ビニフェラの種抽出物で試験管内（in vitro）で処理した場合、炎症性サイトカイン
であるＩＬ－１７は、抗炎症性サイトカインであるＩＬ－４と負の相関関係を示した（図
６）。転写レベルでのＩＬ－１７のプロファイルについても、同様のパターンが見られた
。試験管内で、ＣIIまたはＬＰＳで刺激した後、ビティス・ビニフェラの種抽出物で処理
した場合、ＣIIまたはＬＰＳによって上昇したＩＬ－１７のｍＲＮＡ発現レベルが低下し
た（図７）。
【００６６】
　関節リウマチは、免疫細胞（特に、慢性炎症性Ｔ細胞）の過剰な活性と関連するので、
ＣＤ４ Ｔ細胞の調節が治療のターゲットになる可能性がある。ＣＩＡ動物とＩＬ－１Ｒ
ａ－／－動物をビティス・ビニフェラの種抽出物で処理した場合、Ｆｏｘｐ３＋制御性Ｃ
Ｄ４ Ｔ細胞の誘導が増強された。ＣＩＡ動物のＣＤ４ Ｔ細胞をＣII及びビティス・ビニ
フェラの種抽出物で処理した場合、ＣIIのみで処理した群に比べて、Ｆｏｘｐ３＋制御性
ＣＤ４ Ｔ細胞の誘導が増強された（図８及び図９）。これは、ビティス・ビニフェラの
種抽出物によってＣII特異的な制御性ＣＤ４ Ｔ細胞が生成されることにより、慢性炎症
性Ｔ細胞の増殖が効果的に阻害される可能性があることを示唆する。
【００６７】
　従って、ビティス・ビニフェラの種抽出物は、炎症性サイトカインの生成を抑制し、抗
炎症性サイトカインと制御性Ｔ細胞を誘導することによって、関節リウマチの予防及び治
療に対して優れた活性を示すことが分かる。
【００６８】
　本発明の医薬組成物は、薬学的に許容可能な担体を含み、通常の方法によって、例えば
散剤、顆粒剤、錠剤、カプセル剤、懸濁液、エマルジョン、シロップ、エアゾールなどの
経口投与形態；外用剤（external dosage forms）；坐剤；または滅菌注射剤に製剤化さ
れる。望ましくは本発明の医薬組成物は、錠剤に製剤化される。薬学的に許容可能な担体
としては、ラクトース、デキストロース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、キ
シリトール、エリスリトール、マルチトール、澱粉、アカシアゴム、アルギン酸塩、ゼラ
チン、リン酸カルシウム、ケイ酸カルシウム、セルロース、メチルセルロース、微結晶セ
ルロース、ポリビニルピロリドン、水、メチルヒドロキシベンゾエート、プロピルヒドロ
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キシベンゾエート、タルク、マグネシウムステアレートまたは鉱物油などが挙げられる。
前記医薬組成物はまた、充填剤、増量剤、結合剤、湿潤剤、崩解剤、界面活性剤などの希
釈剤または添加剤をさらに含むことができる。固形経口用製剤としては、錠剤、丸剤、散
剤、顆粒剤またはカプセル剤などが挙げられる。このような固形製剤は、例えば澱粉、炭
酸カルシウム、スクロース、ラクトース、及びゼラチンから選択される少なくとも１つの
添加剤を含むことができる。また、このような固形製剤は、マグネシウムステアレートま
たはタルクのような潤滑剤をさらに含むことができる。液状経口用製剤としては、懸濁剤
、液剤、エマルジョン、シロップなどが挙げられる。また、液状経口用製剤は水やリキッ
ドパラフィンなどの希釈剤；湿潤剤；甘味剤；芳香剤；または保存剤を含むことができる
。非経口用製剤としては、滅菌水溶液剤、非水溶液剤、懸濁剤、エマルジョン、凍結乾燥
製剤、または坐剤などが挙げられる。非水性溶媒または懸濁化剤としては、プロピレング
リコール、ポリエチレングリコール、オリーブ油のような天然オイル、エチルオレエート
のような注射可能なエステルなどが挙げられる。坐剤の基剤としては、ウィテプソール（
witepsol）、マクロゴール、ツウィーン６１（Tween 61）、カカオバター、ラウリンまた
はグリセロゼラチンなどが挙げられる。
【００６９】
　本発明の医薬組成物において、前記ビティス・ビニフェラの種抽出物の投与量は、患者
の状態や体重、病気の重症度、投与形態、投与経路及び投与期間によって異なるが、当業
者によって適切に決定されうる。例えば、前記ビティス・ビニフェラの種抽出物は、１日
１ないし１００ｍｇ／ｋｇ、望ましくは５ないし５０ｍｇ／ｋｇ、さらに望ましくは約５
ないし１０ｍｇ／ｋｇの用量で、一日に一回または数回投与すればよい。本発明の医薬組
成物はまた、他の関節リウマチ治療剤と組み合わせて投与してもよい。組み合わせて投与
する場合、他の治療剤を時間をずらしてまたは同時に投与することができる。組み合わせ
て投与する場合、それぞれの投与量は、最大治療効果を示す最小量で決定され、当業者に
よって適切に決定される。
【００７０】
　本発明の医薬組成物は、ラット、マウス、家畜、またはヒトのような哺乳動物に対して
、例えば、経口、直腸内、静脈内、筋肉内、皮下などの多様な経路で投与され、望ましく
は、経口で投与される。
【００７１】
　以下、本発明について実施例により、さらに詳細に説明する。しかし、これらの実施例
は、説明のためだけに提供されるものであり、よって本発明はこれらの実施例によって限
定されるものではない。
【００７２】
　実施例１．ビティス・ビニフェラの種抽出物の調製
　ビティス・ビニフェラを圧搾して（compress）得られたビティス・ビニフェラの皮、種
、枝を水で洗浄し、回転オーブンで乾燥し、ビティス・ビニフェラの種を単離した。この
種１ｋｇを粉砕し、精製水（３００ｍｌ）及びアセトン（２００ｍｌ）の混合溶媒５００
ｍｌを加え、室温で抽出した。抽出を三回繰り返した後、抽出液を合わせて濾過した。濾
液を５０℃以下の減圧下で蒸留してアセトンを除去し、塩化ナトリウムで飽和させた。こ
れを室温で３時間静置した後で濾過した。濾液を、酢酸エチル２５０ｍｌを使用して三回
抽出し、無水硫酸ナトリウムで脱水した。抽出液を液量が約１２５ｍｌになるまで濃縮し
た。クロロホルム約６００ｍｌを濃縮液に加えて沈殿物を形成させた後、濾過した。沈殿
物を５０℃以下で真空オーブンで乾燥し、褐色のビティス・ビニフェラの種抽出物粉末約
３．５ｇを得た。得られた抽出物を希釈酸性溶液中で加熱して加水分解し、プロシアニド
ールオリゴマーを定量化することによりＰＣＶを測定した。その結果、ＰＣＶは、約１０
５であった。また、上述した方法で測定した結果、プロアントシアニジンの含有量は、１
０３％であった。従って、前記抽出物は、（＋）カテキン及び（－）エピカテキンのよう
なモノマーが少なくとも２個重合したオリゴマーを多量に含有する。
【００７３】
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　実施例２．ビティス・ビニフェラの種抽出物の調製
　ビティス・ビニフェラを圧搾して（compress）得られたビティス・ビニフェラの皮、種
、枝を水で洗浄し、回転オーブンで乾燥し、ビティス・ビニフェラの種を単離した。ビテ
ィス・ビニフェラの種１ｋｇを粉砕した後、アセトン水溶液（アセトン／水＝８／２、ｖ
／ｖ）５００ｍｌを使用して抽出した。抽出を三回繰り返した後、抽出液を合わせて濾過
した。濾液を減圧濃縮してアセトンを除去した後、濾過した。濾液を酢酸エチル２５０ｍ
ｌを使用して三回抽出し、無水硫酸ナトリウムで脱水した。抽出液を減圧濃縮して酢酸エ
チルを除去し、得られた濃縮物を水５００ｍｌに溶解し、この溶液を噴霧乾燥して抽出物
粉末（第１抽出物）約２０ｇを得た。
【００７４】
　ビティス・ビニフェラを圧搾して得られたビティス・ビニフェラの皮、種、枝を水で洗
浄し、回転オーブンで乾燥し、ビティス・ビニフェラの種を単離した。ビティス・ビニフ
ェラの種１ｋｇを粉砕し、精製水５００ｍｌを使用して抽出した。抽出を三回繰り返した
後、抽出液を合わせて濾過した。濾液をエタノール２５０ｍｌを使用して三回抽出した後
、濾過した。濾液を減圧濃縮し、得られた濃縮液を噴霧乾燥し、抽出物粉末（第２抽出物
）約１５ｇを得た。
【００７５】
　第１抽出物及び第２抽出物を混合し、ビティス・ビニフェラの種抽出物約３５ｇを得た
。得られた抽出物を希釈酸性溶液中で加熱して加水分解し、プロシアニドールオリゴマー
を定量化することによりＰＣＶを測定した。その結果、ＰＣＶは、約９８であった。また
、上述した方法で測定した結果、プロアントシアニジンの含有量は、９８．５％であった
。従って、前記抽出物は、（＋）カテキン及び（－）エピカテキンのようなモノマーが少
なくとも２個重合したオリゴマーを多量に含有する。
【００７６】
　試験例１．腹腔内投与時の関節炎に対する治療効能の評価
　１．動物モデルの準備及びビティス・ビニフェラの種抽出物の投与
　コラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ：collagen induced arthritis）動物モデルを準備し、
実施例１で調製したビティス・ビニフェラの種抽出物を、次の通り投与した。
【００７７】
　６～７週齢のＤＢＡ－１雄性マウスを使用した。２型コラーゲン（ＣII）を４ｍｇ／ｍ
ｌの濃度になるように０．１Ｎ酢酸溶液に溶解した後、透析緩衝液（dialysis buffer：
５０ｍＭ Ｔｒｉｓ、０．２Ｎ ＮａＣｌ）で透析した。これを、結核菌（Ｍ．tuberculos
is）を含有するフロイント完全アジュバント（Complete Freund's adjuvant）（ＣＦＡ、
Chondrex）と同量混合し、免疫原１００μｌ（すなわち、１００μｌ／１００μｇ）をマ
ウスの尻尾の付け根に皮下注射した（hypodermically injected）（一次注射）。
【００７８】
　一次注射から１週間後、１００ｍｇ／ｋｇの用量でビティス・ビニフェラの種抽出物（
生理食塩水に溶解したもの）２００μｌ、または対照群として生理食塩水２００μｌをマ
ウスに腹腔内投与した。１週間後（すなわち、一次注射から２週間後）、ＣIIを同量のフ
ロイント不完全アジュバント（ＩＦＡ、Chondrex）と混合し、この混合液１００μｌ（す
なわち１００μｌ／１００μｇ）を一方の後足に注射した（二次注射）。二次注射後、３
日間隔で全４回１００ｍｇ／ｋｇの用量でビティス・ビニフェラの種抽出物、または対照
群として生理食塩水を腹腔内投与した。
【００７９】
　各群５匹のマウスを使用し、評価は１０週間行った。関節炎指数が有意に変化した時点
で、それぞれのマウスを屠殺し、血液、細胞、関節組織の関節炎の活動度を測定し、様々
な試験管内試験を行った。
【００８０】
　２．ＣＩＡ動物における関節リウマチに対するビティス・ビニフェラの種抽出物の治療
効果の評価
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　（２－１）Rosioniecによる平均関節炎指数の評価
　試験について知らない観察者三人が、最初の注射以降３週間ないし１０週間まで、毎週
三回関節における炎症の重症度（seriousness）を評価した。関節炎の評価は、Rosioniec
 ＥＦによる平均関節炎指数に基づき、二次注射の際にＣII／ＣＦＡを投与した足を除外
した３本の足から得られた平均点数を求め、３人の観察者による平均値をとることによっ
て行った。関節炎の重症度を０ないし４スケールの平均関節炎指数で記録した。
【００８１】
　関節炎評価のための点数と基準は、次の通りである。
　０点：むくみや腫脹がない
　１点：足または足首関節に若干の浮腫及び発赤
　２点：足首関節から中足骨（metatarsal）にわたる若干の浮腫及び発赤
　３点：足首関節から足根骨（tarsal）にわたる中等度の浮腫及び発赤
　４点：足首から足全体に浮腫及び発赤
　１本の足に対する関節炎指数は最大で４であるから、マウスの１匹当たりの関節炎指数
は最大で１６である。
【００８２】
　ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与した動物で、関節炎指数が徐々に低くなること
が観察された。一方、ＣＩＡ動物、及び生理食塩水を投与した対照群の動物では、関節炎
の正常な発生が観察された。従って、ビティス・ビニフェラの種抽出物処理群と、ビティ
ス・ビニフェラの種抽出物非処理群とでは関節炎の臨床症状が異なった（図１）。
【００８３】
　関節炎指数を確認するために、試験群の写真を撮影した。図１の関節炎指数と同様に、
ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与した動物では、腫れた関節が正常マウスの関節と
同じレベルまで治癒された（図２）。
【００８４】
　（２－２）組織学的検査
　上記と同じ方法で、ビティス・ビニフェラの種抽出物を５０ｍｇ／ｋｇ及び１０ｍｇ／
ｋｇのそれぞれの用量で、上記で準備したＣＩＡ動物に投与した。８週間後にマウスを屠
殺した。それぞれのマウスの後足を１０％ホルマリンで固定し、石灰分を除去してパラフ
ィンで包埋した。関節切片（５～７μｍ）をヘマトキシリンとエオジンで染色した。また
、軟骨の破壊の程度を確認するために、トルイジンブルーとサフラニンＯで染色し、組織
学的検査を実施した。
【００８５】
　組織学的検査の結果、ＣＩＡ動物及び生理食塩水を投与した動物の関節で、多くの免疫
細胞が浸潤し、パンヌス形成、軟骨破壊及び骨侵食などが観察された。一方、ビティス・
ビニフェラの種抽出物を投与したマウスの関節や軟骨の破壊の程度は、正常マウスとほぼ
同じであった（図３）。
【００８６】
　（２－３）血清学的検査（コラーゲン特異的抗体の測定）
　血清学的検査により、ＣII特異的なＩｇＧ抗体の亜型を調べるために、酵素免疫測定法
（ＥＬＩＳＡ）を使用した。ＩｇＧ抗体の亜型のうちＩｇＧ１は、マウスにおいて、炎症
を抑制する調節因子として機能する。一方、ＩｇＧ２ａは、炎症反応の促進・媒介因子と
して機能する。ＤＢＡ－１マウスで関節炎が誘導されるとき、主にＴｈ１反応を起こすＩ
ｇＧ２ａが特異的に増加することが知られている。
【００８７】
　各試験群の血清を１：８，０００の割合で希釈し、ＣII特異的な血清ＩｇＧ抗体の亜型
を測定した。その結果、ＣＩＡ動物と比較すると、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投
与した動物では、Ｔｈ２型ＩｇＧ１は変化しなかったが、Ｔｈ１型のＣII特異的なＩｇＧ
２ａは減少した（図４）。
【００８８】
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　３．ビティス・ビニフェラの種抽出物によるサイトカイン調節の評価
　（３－１）ＩＬ－１７量とＴＮＦ－α量の測定
　各群の動物を屠殺した後、胸腺のＣＤ４＋ Ｔ細胞と脾臓のＣＤ１１ｃ＋樹状細胞とを
単離し、１０：１の割合で３日間共培養した後、上清中のＴｈ１７型のサイトカインであ
るＩＬ－１７及びＴｈ１型のサイトカインであるＴＮＦ－αの量を、ＥＬＩＳＡを使用し
て測定した。
【００８９】
　その結果、ＣＩＡ動物と比較すると、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与した動物
では、二種のサイトカインはいずれも有意に減少した（図５）。
【００９０】
　（３－２）ＴＣＲ刺激によるＩＬ－１７及びＩＬ－４生成に対するビティス・ビニフェ
ラの種抽出物の効果
　各群の動物から得られた胸腺ＣＤ４＋ Ｔ細胞と脾臓のＣＤ１１ｃ＋樹状細胞とを、１
０μｇ／ｍｌのビティス・ビニフェラの種抽出物を含む培地、２０μｇ／ｍｌの該抽出物
を含む培地、または該抽出物を含まない培地を用いて、抗ＣＤ３抗体刺激下で３日間培養
し、上清中のＩＬ－１７とＩＬ－４をＥＬＩＳＡを利用して測定した。
【００９１】
　生理食塩水を投与したＣＩＡ動物で、ＴＣＲ刺激によって増加したＩＬ－１７の生成量
が、試験管内で処理したビティス・ビニフェラの種抽出物の濃度に依存して減少し、抗炎
症性サイトカインであるＩＬ－４の生成量は、濃度依存的に増加した。一方、ビティス・
ビニフェラの種抽出物を投与した動物における試験管内のＩＬ－１７の生成量は、ＣＩＡ
動物よりも大幅に濃度依存的に減少し、また、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与し
た動物における試験管内のＩＬ－４の生成量は、ＣＩＡ動物よりも大幅に濃度依存的に増
加した（図６）。
【００９２】
　結果として、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与した動物では、試験管内試験にお
いて、抗炎症性サイトカインであるＩＬ－４を生産できる細胞が優勢である一方、Ｔｈ１
７細胞は減少した。これは、ビティス・ビニフェラの種抽出物が、炎症性サイトカインと
抗炎症性サイトカインの生成量を調節することによって、関節炎を治療するということを
意味する。また、ＩＬ－４は、制御性Ｔ細胞を誘導できるサイトカインである。従って、
ビティス・ビニフェラの種抽出物によって、制御性Ｔ細胞が誘導される可能性があること
が分かる。
【００９３】
　４．ビティス・ビニフェラの種抽出物による制御性ＣＤ４ Ｔ細胞の誘導及びＴｈ１７
細胞の抑制
　関節リウマチに対するビティス・ビニフェラの種抽出物の治療メカニズムを究明するた
めに、ビティス・ビニフェラの種抽出物によって誘導または抑制される免疫系を調べた。
【００９４】
　（４－１）ビティス・ビニフェラの種抽出物によるＩＬ－１７のｍＲＮＡ発現変化
　５０ｍｇ／ｋｇ及び１０ｍｇ／ｋｇのそれぞれの用量でビティス・ビニフェラの種抽出
物を、または生理食塩水をＣＩＡ動物に投与した。これらの動物を屠殺して得られた流入
領域リンパ節（ｄＬＮ）を、ビティス・ビニフェラの種抽出物１０μｇ／ｍｌを含む培地
、または該抽出物を含まない培地を用いて、抗ＣＤ３抗体、ＣIIまたはＬＰＳ（lipopoly
saccharide）の刺激下で３日間培養した。その後、ＩＬ－１７のｍＲＮＡの発現の程度を
、リアルタイムＰＣＲ（real-time ＰＣＲ）で測定した。
【００９５】
　転写レベルでのＩＬ－１７のプロファイルについても、図６と同じパターンが見られた
。試験動物をＣIIまたはＬＰＳで刺激し、ビティス・ビニフェラの種抽出物で処理した場
合、ＣIIまたはＬＰＳによって増加したＩＬ－１７のｍＲＮＡが減少した（図７）。
【００９６】
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　（４－２）ビティス・ビニフェラの種抽出物による制御性ＣＤ４ Ｔ細胞（regulatory 
ＣＤ４ Ｔ cells）の誘導
　ＣＩＡ動物または他の関節リウマチ動物であるＩＬ－１Ｒａ－／－動物から得られた胸
腺ＣＤ４＋ Ｔ細胞と脾臓のＣＤ１１ｃ＋樹状細胞とを、１０：１の割合で、ビティス・
ビニフェラの種抽出物１０μｇ／ｍｌを含む培地、または該抽出物を含まない培地を用い
て、抗ＣＤ３抗体、ＣＰＧまたはＣII刺激下で６日間共培養した。その後、Ｆｏｘｐ３発
現細胞の誘導の程度を、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を利用して測定した。
【００９７】
　ＣＩＡ動物をビティス・ビニフェラの種抽出物だけで処理した場合に比べて、ＣＩＡ動
物をＣII及びビティス・ビニフェラの種抽出物で処理した場合、制御性Ｔ細胞の誘導がさ
らに増強された。また、ＩＬ－１Ｒａ－／－動物において、ビティス・ビニフェラの種抽
出物で試験管内で刺激した場合、Ｆｏｘｐ３＋制御性ＣＤ４ Ｔ細胞の誘導が確認された
（図８及び図９）。
【００９８】
　結果として、ＣII及びビティス・ビニフェラの種抽出物で処理した場合、ＣIIだけで処
理した場合に比べて、制御性ＣＤ４ Ｔ細胞の誘導が増強され、これによりＣII特異的な
制御性細胞が生成された。従って、関節リウマチに関連した慢性炎症性Ｔ細胞の過剰増殖
が抑制され、炎症性サイトカインと抗炎症性サイトカインとが均衡をなすことによって、
関節リウマチの進行が抑制され、関節リウマチが治療されうる。
【００９９】
　試験例２．経口投与時の関節炎に対する治療効能の評価
　１．動物モデルの準備及びビティス・ビニフェラの種抽出物の投与
　コラーゲン誘導関節炎動物モデルを準備し、実施例２で調製したビティス・ビニフェラ
の種抽出物を、次の通り投与した。
【０１００】
　６～７週齢のＤＢＡ－１雄性マウスを使用した。２型コラーゲン（ＣII）を４ｍｇ／ｍ
ｌの濃度になるように０．１Ｎ酢酸溶液に溶解した後、透析緩衝液（dialysis buffer：
５０ｍＭ Ｔｒｉｓ、０．２Ｎ ＮａＣｌ）で透析した。これを、結核菌（Ｍ．tuberculos
is）を含有するフロイント完全アジュバント（Complete Freund's adjuvant）（ＣＦＡ、
Chondrex）と同量混合し、免疫原１００μｌ（すなわち、１００μｌ／１００μｇ）をマ
ウスの尻尾の付け根に皮下注射した（hypodermically injected）（一次注射）。
【０１０１】
　一次注射から１週間後、３００ｍｇ／ｋｇの用量でビティス・ビニフェラの種抽出物（
生理食塩水に溶解したもの）をマウスに経口投与した。これとは別に、２００μｌの生理
食塩水、３ｍｇ／ｋｇ用量のセレコクシブ（１０％ＤＭＳＯに溶解したもの）、または１
０％ＤＭＳＯをマウスに腹腔内投与した。経口投与及び腹腔内投与から１週間後（すなわ
ち、一次注射から２週間後）、ＣIIを同量のフロイント不完全アジュバント（ＩＦＡ、Ch
ondrex）と混合し、この混合液１００μｌ（すなわち１００μｌ／１００μｇ）を一方の
後足に注射した（二次注射）。二次注射後、３日間隔で、全四回３００ｍｇ／ｋｇ用量の
ビティス・ビニフェラの種抽出物、生理食塩水、３ｍｇ／ｋｇ用量のセレコクシブ、また
は１０％ＤＭＳＯを腹腔内投与した。
【０１０２】
　各群５匹のマウスを使用し、評価は８週間行った。関節炎指数が有意に変化した時点で
、それぞれのマウスを屠殺し、血液、細胞、関節組織の関節炎の活動度を測定し、様々な
試験管内試験を行った。
【０１０３】
　２．ＣＩＡ動物における関節リウマチに対するビティス・ビニフェラの種抽出物の治療
効果の評価
　試験例１の（２－１）と同じ方法で平均関節炎指数を測定し、その結果を図１０に示し
た。ビティス・ビニフェラの種抽出物またはセレコクシブを投与した動物の関節炎指数が
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低くなることが観察された。一方、生理食塩水または１０％ＤＭＳＯを投与した動物では
、関節炎の正常な発生が観察された。従って、ビティス・ビニフェラの種抽出物処理群と
、ビティス・ビニフェラの種抽出物非処理群とでは、関節炎の臨床症状が異なった（図１
０）。
【０１０４】
　試験例１の（２－２）と同じ方法で、関節切片をヘマトキシリンとエオジンで染色し、
その結果を図１１に示した。組織学的検査の結果、生理食塩水または１０％ＤＭＳＯを投
与した動物の関節で、多くの免疫細胞が浸潤し、パンヌス形成、軟骨破壊及び骨侵食など
が観察された。一方、ビティス・ビニフェラの種抽出物またはセレコクシブを投与したマ
ウスの関節や軟骨の破壊の程度は、正常マウスとほぼ同じであった（図１１）。
【０１０５】
　試験例１の（２－３）と同じ方法で血清学的検査を行い、その結果を図１２及び図１３
に示した。各試験群の血清を１：８，０００の割合で希釈し、総ＩｇＧ抗体の亜型を測定
した。生理食塩水を投与した動物と比較すると、ビティス・ビニフェラの種抽出物を投与
した動物では、Ｔｈ２型ＩｇＧ１は変化しなかったが（図１２）、Ｔｈ１型のＣII特異的
なＩｇＧ２ａは減少した（図１３）。
【０１０６】
　３．ビティス・ビニフェラの種抽出物によるサイトカイン調節の評価
　試験例１の３と同じ方法で、ＩＬ－１７、ＴＮＦ－α、及びＩＬ－１βの量を測定した
。その結果、生理食塩水投与群と比較すると、ビティス・ビニフェラの種抽出物投与群で
は、ＩＬ－１７、ＴＮＦ－α２、及びＩＬ－１βの量が有意に減少した（図１４ないし図
１６）。

【図２】 【図３】
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【図６】 【図７】
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【図１２】

【図１３】

【図１４】

【図１５】

【図１６】
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